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缩略语 英文全名 中文全名 
α7 nAChR α7 acetylcholine receptors α7 乙酰胆碱受体 
BTX α-bungarotoxin 银环蛇毒素 
TC tubocurarine chloride 氯化筒箭毒碱 
Ni nicotine 尼古丁 
MAPK mitogen-activated protein kinase 丝裂原活化蛋白激酶 
FBS fetal bovine serum 胎牛血清 
FCM flow cytometry 流式细胞术 
Erk1/2 extracellular signal-regulated kinase1/2 细胞外信号调节蛋白激酶 
SAPK/JNK 




DDP Cisplatin 顺式二氨基二氯络铂 
PCNA proliferating cell nuclear antigen 增殖细胞核抗原 
MOMP mitochondrial outer-membrane permeabilization 线粒体外膜透化 
PT permeability transition 线粒体膜通透性转运孔 
Caspase-3 Cysteinly aspartate specific protease-3 半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 四甲基乙二胺 
BSA Bovine Serum albumin 小牛血清白蛋白 
PI Promide iodine 碘化丙啶 
Tris  Trihydroxymethyl aminomethane 三羟甲基氨基甲烷 
Arc Acrylamide 丙烯酰胺 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基磺酸钠 
TBS Tris Buffered Saline Tris 缓冲液 
PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
EDTA Ethylenediamine tracetic acid 乙二胺四乙酸 
DDP cisplatin 顺铂 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基磺酸钠 
PCD programmed cell death 细胞程序化死亡 
Caspase-9 Cysteinly aspartate specific protease-9 
半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋
白酶家族-9 
FITC fluorescein isothiocyanate 异硫氰酸荧光素 
PI3K phosphoinositide 3-kinase 磷脂酰肌醇 3-激酶 




















号通过BH3(Bcl-2 homology domain3)-only 蛋白引起Bax(Bcl-2-asslciated protein 
X)蛋白转位到线粒体外膜上并多聚化，形成膜通道，刺激线粒体释放细胞色素C，
从而引起细胞凋亡。 
本课题采用 Raw264.7 和 EL4 细胞系分别探究尼古丁刺激对其增殖能力和
生存活性的影响。首先以 CCK-8 细胞增殖实验、Western blot 分别检测不同浓
度和时间梯度下尼古丁对 Raw264.7 和 EL4 细胞增殖能力和凋亡情况的影响。
继而以 CCK-8、Western blot 检测 α7 nAChR 在尼古丁促增殖抗凋亡中的作用。
再通过线粒体分离试验结合 Western blot 分别检测线粒体和细胞质中 Bax 和细
胞色素 C 的表达变化。此外，以 Western blot 检测尼古丁对 Erk1/2 、p38、
SAPK/JNK、PI3K-AKT 信号通路的激活情况及对抗凋亡蛋白 Bcl-2、、Mcl-1 的
表达影响。 后，结合各信号通路抑制剂的使用以 Annexin V-APC/PI 流式细胞
术探讨尼古丁拮抗顺铂诱导 Raw264.7 和 EL4 细胞凋亡的分子机制。 
结果显示：首先，10-7mol/L 的尼古丁作用 24 小时具有明显的促增殖抗凋
亡作用；α7 乙酰胆碱受体特异性拮抗剂 BTX 可使 Raw264.7 和 EL4 细胞增殖率
分别降低 26.9%和 17% ，而 α7 乙酰胆碱受体非特异性拮抗剂 TC 的作用使
Raw264.7 和 EL4 细胞增殖率分别降低 33.4%和 26.5%；同时，BTX 和 TC 可明
显降低 Caspase3 活性剪切片段（17kDa/19kDa）的表达，即尼古丁通过 α7 乙酰
胆碱受体发挥促增殖抗凋亡作用。其次，10-7 mol/L 尼古丁作用 24 小时可明显
引起细胞质中 Bax 表达量上调而细胞色素 C 表达量下调，相反，线粒体中 Bax
表达量下调而细胞色素 C 表达量上调，有效逆转凋亡诱导剂顺铂的作用。此外，
10-7 mol/L 的尼古丁作用 5-60 分钟不仅可不同程度地激活 Erk1/2、p38、
















的使用，发现 LY294002 和 Wortmanin 分别将尼古丁对 Raw264.7 细胞的增殖作
用降低 45.2%、79.1%，对 EL4 细胞的增殖作用降低 64.5%、83.1%；而 U0126、
SP600125、SB203580 拮抗尼古丁的作用使 Raw264.7 细胞的凋亡率分别增加
48.1%、33.1%、12.35%， EL4 细胞的凋亡率分别增加 49.65%、42.28%、41.18%。 
综上所述，尼古丁发挥促增殖作用是通过上调 α7 nAChR 的表达与
PI3K-AKT 通路相关。而抗凋亡作用则是通过调控位于线粒体外膜上的 α7 























Nicotine as α7 acetylcholine agonists can regulate activity and surviva of cells. 
Recently, Gergalova’ studies found that α7 nicotinic acetylcholine receptor expressed 
not only on the cytoplasm membrane but also on the mitochondrial outer 
membrane ,which regulate cells vialibity/survival and regulate the release of 
Cytochrome C (Cyt C) respectively. The release of Cytochrome C, as an important 
factor of apoptotic signal transduction, is current research hotspot. Various apoptotic 
stimuli signals through the BH3 (Bcl - 2 homology domain3) - only protein cause Bax 
(Bcl - 2 - asslciated protein X) transfer to the mitochondrial outer membrane and form 
the membrane channel by polymerization, which finally lead to Cytochrome C release 
and induce apoptosis. 
In present study, to explore nicotine’ effects on cell proliferation and apoptosis, 
Raw264.7 and EL4 cell were stimulated with nicotine and the cells’ vialibity abd 
apoptosis were determined by CCK-8 cell proliferation assay and Western blot 
respectively. Then, CCK-8 and Western blot were selected to detect the role of α7 
acetylcholine receptors played in nicotine-induced proliferation and anti-apoptosis in 
Raw264.7 and EL4 cells. In addition, pure mitochondrial and cytoplasm was obtained 
by mitochondrial isolation and Western blot was used to detect the Bax expression 
and Cyt C release from mitochondrial respectively. Moreover, the effects of nicotine 
on the activation of Erk1/2, p38, SAPK/JNK, PI3K-AKT signaling pathway and the 
expression of Bcl-2, Mcl-1 were explored by Western blot. Finally, Raw264.7 and 
EL4 cells were added with kinases inhibitors of Erk1/2, p38, SAPK/JNK and 
PI3K-AKT, the molecular mechanisms of nicotine-induced proliferation and apoptosis 
were investigated by flow cytometry and CCK-8 assay respectively. 
The results showed that: firstly, 10-7 M nicotine 24 hours treatment could 
augment Raw264.7 and EL4 cells proliferation and anti-apoptotic ability. Compared 
















percentages of proliferation cells to 26.9%, 17% in Raw264.7 and EL4 cells, 
respectively (p＜0.001); While, α7 nAChR non-specific antagonist TC could decrease 
the percentages of proliferation cells to 33.4%, 26.5% in Raw264.7 and EL4 cells, 
respectively (p＜0.001). Meanwhile, BTX and TC pretreatment could also increase 
the expression of Caspase3(17kDa/19kDa), which indicated that .nicotine-induced 
proliferation and anti-apoptotic effects were achieved by α7 acetylcholine receptors. 
Secondly, 10-7 M nicotine stimulation could obviously up-regulate the expression of 
Bax and decrease the release of Cyt C from mitochondrial to cytoplasm. Thirdly, 10-7 
M nicotine treatment could not only activate the Erk1/2, p38, JNK/SAPK, PI3K -AKT 
signaling pathways but also increase the expression of anti-apoptotic proteins Bcl-2 
and Mcl-1. Fourthly, with the usage of LY294002, Wortmanin, U0126, SB203580 and 
SP600125, we found that LY294002 and Wortmanin could inhibite nicotine-induced 
Raw264.7 cells proliferation rate to 45.2%, 79.1% respectively. The EL4 cells 
proliferation assay also tell the same story. Finally, the usages of U0126, SP600125 
and SB203580 could reverse the effect of nicotine on anti-apoptosis, the rate of   
apoptosis percentages were increased to 48.1%, 33.1%, 12.35% in Raw264.7 cells and 
49.65%, 42.28% , 49.65% in EL4 cells respectively. 
In conclusion, our study demonstrated that nicotine could activate PI3K-AKT 
signal pathway and up-regulate α7 nAChR expression, which are involved in cells 
proliferation. On the other hand, the activation of MAPK signal pathway and α7 
nAChR up-regulation induced by nicotine, which attenuate Bax transfer and Cyt C 
release from mitochondrial, contribute to anti-apoptosis effect was also determined. 
Our findings offer a novel view on the mitochondria pathway in apoptotic which open 
the new way for its pharmacological regulation. 
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图 1 尼古丁结构式 
对细胞增殖与活性的研究中胞内信号转导通路也一直作为研究的热点。目前
对 MAPK 和 PI3K-AKT 通路的研究提示，MAPK 在介导炎症反应和肿瘤细胞的
凋亡中发挥着重要作用[15-17]；而 PI3K-AKT 在调节肿瘤细胞生长中亦发挥着重要
的作用[18-20]。 
本课题首先采用 CCK-8、Western blot 分别探讨尼古丁对 Raw264.7 和 EL4
两种细胞系增殖能力和生存活性的影响。继而检测 α7 nAChR 在尼古丁促增殖抗
凋亡中的作用。再通过线粒体分离试验以 Western blot 分别检测分离所得纯净的
线粒体和细胞质中 Bax 和细胞色素 C 的表达变化。 后结合各信号通路抑制剂
的使用以 Western blot、Annexin V-APC/PI 流式细胞术探讨尼古丁促增殖抗凋亡
作用相关的信号转导通路的激活及对抗凋亡蛋白 Bcl-2、Mcl-1 表达的影响。结
果显示：10-7 M 的尼古丁作用 24 小时明显提高 Raw264.7 和 EL4 细胞促增殖抗
凋亡能力；而 α7 乙酰胆碱受体拮抗剂 BTX、TC 可有效降低细胞增殖率和
Caspase3 活性剪切片段（17kDa/19kDa）的表达，即尼古丁通过 α7 乙酰胆碱受
体发挥促增殖抗凋亡作用。此外，尼古丁对顺铂的拮抗作用可明显减少胞质中

















和 EL4 细胞中，PI3K-AKT 通路在调节细胞增殖中起着重要的作用；而 Erk1/2、
p38、SAPK/JNK 通路则在介导细胞凋亡中扮演着重要的角色。综上所述，尼古
丁发挥促增殖作用是通过上调 α7 nAChR 的表达与 PI3K-AKT 通路相关。而抗凋
亡作用则是通过调控位于线粒体外膜上的 α7 nAChR进而调控胞质中Bax转位和


























（1） RPMI 1640 培养液（RPMI Medium 1640）（美国 Hyclone） 
（2） DMEM 培养液（美国 Hyclone） 
（3） 胰酶（Trypsin）（美国 Anresco Laboratories） 
（4） 胎牛血清（Fetal Bovine Serium，FBS）（美国 Hyclone） 
（5） 磷酸盐缓冲液（PBS） 
（6） HEPES（美国 Sanland Chemical） 
（7） 生理盐水 
（8） β-巯基乙醇（美国 Sigma） 
（9） Cell Counting Kit-8 (CCK-8 试剂盒) (日本同仁化学研究所) 
（10）Erk 抑制剂 U0126（美国 Cell Signaling Technology） 
（11）JNK 抑制剂 SP600125（美国 Alexis） 
（12）p38 MAPK 抑制剂 SB203580 （美国 Cayman Chemical） 
（13）PI3K 抑制剂 LY294002 （美国 Cayman Chemical） 
（14）AKT 抑制剂 Wortmanin（美国 Cayman Chemical） 
（15）顺铂（Cisplatin 顺铂）（美国 Calbiochem） 
（16）尼古丁[Nicotine,(S)-3-(1-甲基-2-吡咯烷基)吡啶] （美国 Sigma） 
（17）BTX （α-bungarotoxin，银环蛇毒素）（美国 Sigma） 

















1.2.2 Western blot 相关试剂 




（5）鼠抗 β-actin 一抗 （美国 Santa Cruz） 
（6）兔抗 PI3K 一抗 （美国 Millipore） 





（10）抗体（phospho-SAPK/JNK）（美国 Cell Signaling Technology） 
（11）抗体（Bcl-2、Mcl-1）（美国 Cell Signaling Technology） 
（12）抗体（cleaved caspase-3、Cytochrome C）（美国 Cell Signaling Technology） 
（13）PI（凯基凋亡试剂盒） 
（14）PCNA（美国 Cell Signaling Technology） 
（15）兔抗 Bcl-2 一抗（美国 Cell Signaling Technology） 
（16）兔抗 Mcl-1 一抗（美国 Cell Signaling Technology） 
（17）兔抗磷酸化 p90rsk 一抗（美国 Cell Signaling Technology） 
（18）TEMED（N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine）（美国 Sigma） 
（19）HRP-羊抗兔二抗（（美国 Cell Signaling Technology） 
（20）HRP-驴抗鼠二抗 （美国 Cell Signaling Technology） 
（21）HRP-驴抗羊二抗 （美国 Santa Cruz） 
（22）BSA（Bovine Serum Albumin）（北京元亨圣马生物技术研究所） 
（23）化学发光底物试剂盒（美国 Millipore） 
（24）预染蛋白 Marker（美国 Fermentas） 
（25）吐温-20（Tween-20）（美国 Amereso） 
（26）Loading Buffer（5×）： 
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